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erzeugten Lamininfragment y1 III 3-5 gewonnen und iiber eine 
Affinitatschromatographie an Laminin P1 oder Laminin y1 I" 3-5-Matrices 
angereichert. Sie zeigten in inhibitionstests eine komplette Hemmung der 
Laminin/Nidogen-Assoziation. Diese basiert aber auf einer sterischen Blockade des 
Nidogenzugangs zum Laminin durch die Antikorper, deren Bindungsregionen nur in 
der Nahe der nidogenbindenden Sequenzen des Laminins liegen (Mayer, U. et al. 
(1993) EMBO J. 12:1879 - 1885). In embryonaleri Organkulturen konnten die 
beschriebenen Antikorper sowohl die Genese von Nierentubuli, als auch die 
Ausbildung von Lungenblaschen inhibieren. Beides sind Ontogeneseprogramme die 
von einer ungehinderten Neusynthese einer Basalmembran abhangen (Ekblom, P. 
et al. (1994) Development 12Qi2003 - 2014; Ekblom, P. (1993) in: Molecular and 
Cellular Aspects of Basement Membranes (Ed.: Rohrbach, D.H. & Timpi, R.) S. 359 
- 383; Academic Press, San Diego, CA.). 

Die Nidogen-Bindungsdomane des Laminins konnte in ihrer Lokalisation, Sequenz 
und in ihrer raumlichen Struktur (Rontgenkristallstruktur und NMR-Struktur) eindeutig 
identifiziert und charakterisiert werden (Mayer, U. et al. (1993) EMBO J. 12;1879 - 
1885; Baumgartner, R. et al. (1996) J. Mol. Biol. 2SL658 - 668; Stetefeld, J. et al. 
(1996) J. Mol. Biol. 257: 644 - 657). Sie befindet sich in einem "LE Modul" (laminin- 
type epidermal growth factor-like) des kurzen Arms der y1 - Kette des Laminins, in 
der Domane y1 I" 4. "LE Module" sind Strukturmotive aus 50 - 60 Aminosauren die 
ein komplexes, zum "epidermal growth factor" anaioges Faltungsmuster mit 4 
Disulfidbrucken aufweisen (Bairoch, A. (1995) Nomenclature of extracellular 
domains. The SWISS-PROT Protein sequence data bank, release 310; Engel, J. 
(1989) FEBS Letters 251:1 - 7). 

Eine hochaffine Bindung des Nidogens zur komplementaren Laminin-Domane 
konnte fur Laminin P1 aus dem EHS Tumor der Maus, Laminin-2 und Laminin-4 aus 
humaner Plazenta und Laminin aus Drosophila nachgewiesen werden. Ursache fQr 
diese speziesubergreifende Bindungsspezifitat ist die aufierordentlich hohe 
Aminosauresequenzidentitat, die in der Laminin y1 I" 4-Domane bei den 



RMQi-w^jn- *-uvn omiTng&i I > 



PCT/EP97/07241 

WO 98/31709 

3 

lea , Sie betrag.97% zwischen Mensch und MaUS 
untersuchten Spezies vortiegt. S,e betrag ^ Mo(jul 

erstaunilche «1 % -» * " auf den Be reich der fcops a bis 

^cKsich^rd. BeschranK — d In dann erh«hen sich 

6 die wesen«iehe Nidogen-Bindungss — , chem ^ . 675 B ; 

auf 10 0% bzw. 75% (PiKkarinen. T. e. a. 0987V B ^ 

CM ,H,C. & Hui. C-F. 0989) J. Biol. Chem. 2B4.«« 

;« or intakten dreidimensionalen 
Neb en * Ab^ei, der ~-Bindung von «ner .ntakt^ ^ ^ ^ ^ ^ 

Struktur, konnten eindeutige Se < uen * ere ™* ^ ,„ 4 befinde n. FOnf essence 
S stabilisierten loops a und e der ,„ eines Atechnitts aus 

AminosSuren »urden iden«zier,: V«r be^nd e £ ^ ^ 

7 AminosSuren im toop a und eine TV-— » EMBO X - 1885; 

(n994 ) EMBO J. 1213741 - 3747; Mayer, U. « 

P J,. E.etal. (1996) EMBOX ^54 -5159). 

w ^0 Bereichen der Laminin-Domane 
Synthetische Peptide, dte aus den dje umininWid ogen.Bindung in 

v1 III 4 abgeleitet »erden kSnnen. s,nd ,n zejgen 
Ipezfclien Bindungsassays komplet, zu <^ S " die etwa 40 0- bzw. 

10 000-fac*sch«acher, stated, 374? . us s.493,008). Die 

(Poser,!. E. e. a.. (1994) EMBO J ^ " kon)oml a«onelle Komponente 
Uminin,Nidogen-.nterak«on ist durch e,ne s.a*e 

beeinfiuBt (Mayer. U. etal.(1993) da peptide in 

■^bitonsche VVVkung der synthetschen Pep«a nen einnenme n 

^ger LOsung eine Myriade von *~*££L PeP«e in der biologisch 
- kannen und deshalb nur ein gewisser Prozentsatz 

aktiven information anzutreffen ,st. aufgrund ihre , 

Oie Verwendung solcher Peptide ais t gegenuber 

Konformationellen Flex**. ^ pharma kodynanY,k erneblich 

Proteasen sowie ihrer schiechten ^ 
, imW ert (Milner-White. E.J. (1989) Trends Pharmacol. Sc.__ 



WO 98/31709 PCT7EP97/07241 

4 

(1994) in: Peptides, Proc. Thirteenth American Peptide Symposium; (Ed.: Hodges, 
R.S. & Smith, J.A.) S. 3 - 17; ESCOM: Leiden, Netherlands). 

Antikorper, die spezifisch an die Nidogen-Bindungsdomaine des Laminins binden 
und die Assoziation zwischen Laminin und Nidogen bei geringer Konzentration 
kompetitiv zu inhibieren vermogen, sind aufgrund ihrer hoheren AfRnitat und 
Aviditat, ihrer hohen Stabiiitat sowie ihrer guten Pharmakokinetik besser als 
Therapeutikum zur Behandlung von Krankheiten geeignet. Weiterhin konnen sie als 
Diagnostikum oder als Hilfsmittel in biologischen und pharmakologischen Modellen 
zur Entwicklung und Bewertung von die Laminin/Nidogen-lnteraktion 
beeinflussenden Stoffen eingesetzt werden. 

Die bisher erzeugten Anti-Laminin P1- oder Anti-Laminin y1 HI 3-5-Antikorper 
konnen zwar zum Teil die Nidogen/Laminin-Bindung inhibieren. Sie erkennen jedoch 
die Nidogen-Bindungsstellen der Laminin y1-Kette nicht direkt, sondem die Inhibition 
der Nidogen/Laminin-Bindung erfolgt uber sterische Wechselwirkung (Mayer, U. et 
al. (1993) EMBO J. 12:1879 - 1885). Die Nidogen-Bindungsdomane der Laminin y1- 
Kette ist speziesubergreifend auBerordentlich stark konserviert . Daruber hinaus ist 
Laminin ein extrazellulares Protein, das sowohl als integrierter Bestandteil von 
Basalmembranen, als auch in Form einer zirkulierenden Serumkomponente (EP 0 
696 597 A2) standig mit dem Immunsystem in Kontakt steht. Aufgrund der Fahigkeit 
des Immunsystems, "selbst" von M nicht-selbst" zu unterscheiden, muB gefolgert 
werden, daB jede immunisierte Speztes das hoch konservierte 
Immunisierungsantigen als eigenen Korperbestandteil erkennt und daher keine 
Antikorper gegen diesen entwickelt. Die Erzeugung eines spezifischen 
Antikorpertiters konnte deshalb nicht erwartet werden. Bestatigung fand diese 
allgemein anerkannte Lehrmeinung durch die Tatsache, dafi durch Immunisierung 
von Kaninchen mit Laminin P1 und Laminin y1 HI 3-5 bisher keine Antikorper gegen 
die Nidogen-Bindungsdomaine des Laminins erzeugt werden konnten (Mayer, U. et 
al. (1993) EMBO J. 12:1879 - 1885). Die oben beschriebenen polyklonalen 
Antikorper, die an nicht genau definierte Epitope aufierhalb der Nidogen- 
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Antikorper. Besonders bevorzugt wird die Laminin-Nidogen-Bindung durch die 
Antikorper gemafc der vorliegenden Erf.ndung kompetitiv Oder partiell kompetitiv 
inhibiert (vgl. Beispiel 7). 

tabellel: Aminosauresequenz der zu Immunisierung verwendeten Peptide 

(1) : DNIDPNAVGNL 

(2) DNIDPNAVGNLKCIYNTAGFYCDR (S-S verbrOckte Form) 

I I 

Die erfindungsgema&en Antikorper sind erhaltlich durch die Immunisierung 
immunkompetenter Wirbeltiere, wie z.B. Kaninchen. Mause, Schafe, Ziegen, 
Meerschweinchen, Ratten und Huhner mit Laminin, Laminin P1, Laminin Y 1 "I-3-5, 
Laminin Y 1 HI4 sowie insbesondere mit Peptiden. die wesentliche Nidogen- 
Bindungsstellen enthalten aber nicht die vollstandige Aminosauresequenz der Y 1 III 
4-Domane des Laminins, ganz besonders bevorzugt eines der Oder beide Peptide 
gemaB Tabelle 1 , als Immunisierungsantigen. 

Im Falle der immunisierung mit Laminin bzw. Laminin P1 wird der Antikorper mittels 
Laminin y1 IU-3-5 und/oder Laminin Y 1 IH-4 identifiziert und schliefclich auf 
kompetitive oder partiell kompetitive Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung 
gepruft. 

Im Falle der Immunisierung mit Laminin Y 1 IU-3-5 wird der Antikorper mittels Laminin 
und/oder Laminin P1 identifiziert und schlieBlich auf kompetitive oder prtiell 
kompetitive Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung gepruft. 

Besonders bevorzugt werden als Immunisierungsantigen Laminin Y 1 III-4 oder eines 
oder mehrere Peptide gemafc Tabelle 1 eingesetzt. Die durch die Immunisierung 
mittels dieser Immunisierungsantigene erhaltlichen Antikorper werden vorzugsweise 
mittels Laminin und/oder Laminin P1 identifiziert. Vorteilhafterweise werden die 
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(DSMZ. Marscheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig. DE) gemaa 
Vorschrmen des Budapest. Vertrags hinterieg, wurde. ^^"^ 
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Begriff "Peptide" sind Oligopeptide, Polypeptide sowie Proteine und 
Proteinfragmente zu verstehen. Die als Immunisierungsantigen verwendeten 
Peptide werden bevorzugt gekoppelt an TrSger wie beispieisweise Proteine, z.B. 
Ovalbumin, Albumin oder Hamocyanin, oder Polymere, z.B. Polyethylenglykol, 
Polyacrylamid oder Poly-d-Glutamin-d-Lysin, eingesetzt. 

Im Falle der Immunisierung mit Laminin oder Laminin P1 wird der Antikorper mittels 
Laminin y1 IH-3-5 und/oder Laminin y1 IH-4 identifiziert und auf kompetitive oder 
partiell kompetitive Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung geprtift. 

Im Falle der Immunisierung mit Laminin y1 IH-3-5 wird der Antikorper mittels Laminin 
und/oder Laminin P1 identifiziert und auf kompetitive oder partiell kompetitive 
Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung gepruft. 

Vorzugsweise wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren Laminin y1 HW oder 
wahlweise eines der oder beide Peptide gemafc Tabelle 1 als 
Immunisierungsantigen eingesetzt, welches vorzugsweise an einen Trager 
gekoppelt ist. 

Der durch Immunisierung mit Laminin y1 M-4 oder mit einem der oder beiden 
Peptiden gemaB Tabelle 1 erzeugte Antikorper wird vorzugsweise mittels Laminin 
und/oder Laminin P1 identifiziert und vorteilhafterweise auf kompetitive oder partiell 
kompetitive Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung gepruft. 

Optional beinhaltet das Verfahren auch die Erzeugung von MAK-produzierenden 
Hybridoma-Zellen. Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die erfindungsgemaaen 
Antikorper oder deren Teile aus Antikorper enthaltendem Material, wie z.B. 
Antiserum des immunisierten Tieres, Hybridoma-Zellkulturuberstand, Aszites oder 
Zellen beispieisweise mit Hilfe der Affinitatschromatographie zu reinigen, wobei 
bevorzugt' eine Laminin und/oder Laminin P1-Affinitatsmatrix verwendet wird. 
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Die erfindungsgemaaen Antikorper oderTeile davon KOnnen vieKattig verwende. 
werden z.B. als Arzneimittel. als Diagnostic, als Hilfsmittel in bioiogischen und 
pharmakologischen Modellen zur Entwicklung und Bewertung von d,e 
Uminin/Nidogen-lnteraktion beeinflussenden Stoffen, Z.B. ate Modellsubstanz zur 
Evaluierung der raumlichen Struktur der zur Nidogen-Bindungstelle des Lamin.ns 
komplementaran Kontakttone und deren potentieller Bindungsvalenzen, sow,e zur 
Untersuchung der Biosynthese von Basalmembranen und des Einflusses von 
Basalmembranen bei unterschiedlichen physiologischen Prozessen, w,e z.B. der 
Organentwicklung, Angiogenese oder Embryogenese. Die Erfndung riH auch 
Arzneimitlel und Diagnostika mit ein. die einen oder mehrere der 
erfindungsgemaften Antikorper Oder Antikorperteile enthalten. 

Ferner umfaSt ist die Verwendung von einem Oder mehreren erfindungsgemaOen 
Antikorpern oder Antikorperteilen 

• zur Hersteuung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten. die durch 
eine vermehrte Oder unerwunschte Synthese von Basalmembranen 
charakterisiert sind, insbesondere von Fibrosen. vor allem die alkoholisohe 
Leberfibrose sowie die Lungenfibrose. sowie alle Formen von diabetischen 
SpStkomplikationen, die von Verdickungen der Basalmembran begleitet sind - vor 
aliem in Niere. Auge und GefaOsystem , sowie die Arteriosklerose und alle 
Krankheiten, bei denen eine Angiogenese zur Verschlechterung des klinischen 
Bildes beitragt, z.B. Krebserkrankungen, diabetische Retinopathy und 
Erkrankungen mil einer starken entzundlichen Komponente wie z.B. rheumato.de 
Arthritis, Osteoarthritis, Vaskulitis. Haemangiome und Psoriasis, 

• zur Herstellung eines Diagnostics zum Nachweis von v 1-enthaltenen 
Lamininisoformen in bioiogischen Proben. z,B. in KSrperflussigkeiten w,e Blut, 
Serum. Plasma, Urin, Speiohel oder Liquor, sowie in Geweben. Unter den Begnff 
Diagnostic fallen z.B. die versohiedenen Ausfuhrungsformen heterogener und 
homogener Immunoassays, Testsysteme in der immunhtetochemie sowie auch 



RN.cinnr.irv <-wn ?tfwi7ri«Ai i > 



WO 98/31709 PCTYEP97/07241 

10 

Reagenzien fur in vivo Nachweisverfahren wie z.B. der Immunszintigraphie. Die 
die erfindungsgema&en Antikorper oder Antikorperteile enthaltenden 
Zubereitungen konnen auch alleine oder zusammen mit weiteren Hilfsreagenzien, 
wie z.B. Puffer, Waschlosungen, MeBsignal-auslosenden Losungen, und/oder 
anderen Hilfsmitteln, wie z.B. Kuvetten. in Form von Diagnostika-Kits 
zusammengefaSt werden. 

Im foigenden wird die Erfindung naher beschrieben und anhand diverser Beispiele 
im Detail eriautert: 

Oberraschenderweise konnte mit den in Tabelle 1 aufgefuhrten Peptiden, die kein 
Faltungsmuster auszubilden vermogen wie es in LE-Modulen vorliegt, Antikorper 
gegen die hochkonservierte Aminosauresequenz der Nidogen-Bindungsdomaine des 
Laminins erzeugt werden. Hierzu wurden die Peptide gemafc Tabelle 1 mit Hilfe von 
Carbodiimid an Ovalbumin gekoppelt und diese Konjugate zur Immunisierung von 
Kaninchen eingesetzt. Die Entwicklung eines spezifischen Antikorper-Titers gegen 
Laminin P1 und Laminin y1 I" 3-5 wurde mit Hilfe eines Enzymimmunoassays 
analysiert. 

Die polyklonalen Antikorper gewunschter Spezifitat wurden dann per 
Affinitatschromatographie uber eine Matrix, an die Laminin P1 aus humaner Plazenta 
gebunden war, und anschlieBender Siebgelchromatographie angereichert. Die 
Methoden zur Reinigung und Charakterisierung von Laminin aus humaner Plazenta 
sowie dessen Verwendung zur Immunisierung von Mausen und zur Gewinnung von 
Anti-Laminin P1 -Antikorper synthetisierenden Hybridomen sind in der EP 0 696 597 
A2 beschrieben. 

Die nach Laminin P1 -Affinitatschromatographie des Antiserums angereicherten 
Antikorper zeigen eine Bindungsspezifitat gegenuber Laminin P1 aus der 
Humanplazenta. Laminin P1 aus der Maus (EHS Tumor) und Laminin aus der Ratte 
(Dottersack). Die Antikorper erkennen nicht nur die spezifische Sequenz sondern 
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Die Antigenbindungstellen eines Antikorpers befmden sich in den sogenannten 
variablen Domanen, die durch die entsprechenden V-Gene kodiert sind. Mit den 
bekannten gentechnischen Methoden (siehe z.B. Sambrook, J. et al. (1989) 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, 2nd. edition; McCafferty, J. et al. (1990) Nature 342:552-554) kann 
auch die entsprechende Nukleinsauresequenz eines an die Nidogen- 
Bindungsdomane des Laminins bindenden Antikorpers ermittelt werden sowie 
dadurch auch die entsprechende Aminosauresequenz, sofern diese noch nicht per 
Aminosauresequenzierung bereits bekannt war. Als Ausgangsmaterial fur die 
Analysen werden Hybridoma-Zellen bzw. die Antikorper-produzierenden 
Immunzellen immunisierter Saugetiere eingesetzt. 

In Kenntnis der Nuklein- und Aminosauresequenz konnen mit Hilfe ublicher 
gentechnischer und molekularbiologischer Methoden (siehe auch Johnson, K.S. & 
Chiswell, D.J. (1993) Current Opinion in Structural Biology 3:564-571) dann 
humanisierte oder chimare, bi- oder oligospezifische Antikorper sowie 
Antikorperanaloga, wie z.B. von der "complementarity determining region" 
abgeleiteten Polypeptide ("minimal recognition units"), "single chain"-Fragmente oder 
funktionelle Fusionsprodukte - wie insbesondere rekombinant hergestellte 
Antikorper-Enzym oder -Komplement-Konstrukte - hergestellt werden, die spezifisch 
an die Nidogen-Bindungsdomane des Laminins binden. Diese vom 
erfindungsgema&en AntikSrper bzw. Antikorpergen abgeleiteten Molekiile werden 
von dem in dieser Schrift verwendeten Oberbegriff "Antikorper oder ein Teil 
desselben" mitumfaBt. Mit diesen Molekiilen kann z.B. eine Verringerung der 
Immunogenitat und/oder eine verstarkte Wirksamkeit bei Verabreichung als 
Arzneimittel erzielt werden und/oder es ergeben sich Vorteile fur den Einsatz als 
Diagnostikum bzw. als Hilfsmittel fur die Entwicklung und Bewertung von die 
Laminin/Nidogen-lnteraktion beeinflussenden Stoffen. Die Antikorper oder Teile 
derselben sind herstellbar in pflanzlichen (z.B. Hefe), tierischen und 
prokaryontischen Zellen. 
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Zugabe von 0,1 N Ascorbinsaurelosung beendet. Die Losung wurde auf ein 
Volumen von 2 ml eingeengt und auf eine Sephadex® G25 Saule, die mit 0,1 M 
AcOH entwickelt wurde, aufgetragen. Das isolierte Peptid wurde durch Reversed 
Phase HPLC-Chromatographie hochgereinigt. 

Ausbeute: 36 mg von DNIDPNAVGNLKCIYNTAGFYCDR-NH? (13,5% der Theorie.) 

Die Struktur wurde durch Massenspektroskopie (Molmasse: 2673 Da) und 
Aminosaureanalyse bestatigt. 

Analog wurde das Peptid DNIDPNAVGNL-NH2 hergestellt. 
Ausbeute: 268mg (67% der Theorie); Molmasse: 1 140 Da 



Beispiel 2: Kopplung der Peptide an Ovalbumin 

30 mg Ovalbumin (Sigma A-2512) wurden in 1 ml Na-Phosphat Puffer, pH 7,4 gelost 
und mit 200 ul einer waBrigen Losung aus 7 mg N-Hydroxysulfosuccinimid Na - Salz 
(Fluka 56485) sowie 300 pi einer waBrigen Losung aus 100 mg 1-Ethyl-3-(3- 
DiaminaminopropyO-carbodiimid, HCI (Sigma E-6383) versetzt. Nach 5 Minuten 
wurde die Peptidlosung ( 30 mg des entsprechenden Peptids in 1 ml 10 mM Na- 
Phosphat Puffer, pH 7,4) zugegeben. Die Kopplungsreaktion verlief 16 Stunden bei 
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach der Reaktionszeit wurde die Losung 
zentrifugiert, um eventuell auftretende Trubungen zu entfemen. Unreagierte 
Chemikalien und Salze wurden anschlieBend durch Chromatographic uber eine 
NAP-25 Saule (Pharmacia) entfernt. Das Ovalbumin/Peptid Konjugat wurde dadurch 
in PBS + 0,04% Tween-20 uberfuhrt. Die Ausbeute betrug 50 - 55 mg Konjugat. 

Konjugat-1 : Ovalbumin-DNIDPNAVGNL 

Konjugat-2: Ovalbumin-DNIDPNAVGNLKCIYNTAGFYCDR (S-s verbrockte Form) 

I I 
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Beispiel 5: Affinitatsreinigung der Antikorper 

Zur weiteren Charakterisierung wurden die spezifischen Antikorper von den ubrigen 
Immunglobulinen im Tierserum, weiteren Serumbestandteilen und den gegen 
Ovalbumin gerichteten AntikSrpern abgetrennt. Hierfur wurde eine 
Affinitatschromatographie an einer Laminin P1-Affinitatsmatrix durchgefuhrt. 
AIs Trager (Gelmatrix) wurde Fractogel® EMD Azlacton 650(S) (Merck, Darmstadt) 
verwepdet. 0,3 g des Materials wurden vor der Kopplung 15 Minuten in 6 ml PBS, 1 
M Na2S03, pH 7,4 inkubiert, anschliefiend wurde der flOssige Oberstand 
abgegossen. Wahrend der Inkubation quoll das Material auf ein Volumen von 1 ml 
und die Matrix konnte direkt zur kovalenten Kopplung des gewunschten Liganden 
eingesetzt werden. 

3,4 mg humanes Laminin P1 wurden in 2 ml 0,2 M Ammoniumbicarbonat, pH 8,0 
gel6st und mit 1 ml aktiviertem (s.o.) Tragermaterial bei 4°C liber Nacht (> 16 h) 
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gelmaterial mit 0,2 M Ammoniumbicarbonat, pH 
8,0 gewaschen. Die verbliebenen aktiven Gruppen des Tragermaterials wurden 
durch eine 24-stiindige Inkubation in 5 ml 0,2 M Glyzin, pH 8,0 bei 4°C blockiert. 
SchlieBlich wurde die Gelmatrix mit drei Waschzyklen, bestehend aus altemierenden 
Inkubationen in PBS, 1 M Na2S03. pH 7,4, 0,1 M Na-Azetat, pH 4,0 und 0,2 M 
Glyzin, pH 8,0 fur die Affinitatsbindung vorbereitet. Die Matrix wurde in eine HR 5/5 
Saule von Pharmacia gefullt und mit PBS / 0,04% Tween-20 equilibriert. 

Zur Reinigung Laminin P1 - bindender Antikorper aus den Tierseren wurde das 
jeweilige Serum 1:2 mit PBS / 0,04% Tween-20 verdunnt und bei einer FluRrate von 
2 ml/min uber die Saule geleitet. AnschlieRend wurde mit Puffer nachgewaschen bis 
im UV-Signal (220 nm) des Durchflu&monitors die Grundlinie wieder erreicht wurde. 
Die Elution der gebundenen Antikorper erfolgte schlieGlich durch den Wechsel des 
Laufpuffefs zu 0,1 M Glycin/HCI, pH 2,7. 



PCT/EP97/07241 

WO 98/31709 

Enzymimmupoassays unter Venvendung von .mmobteert 

, oin pi Saulen fiihrt folglich zu einer selektiven 

Antikorper) aus dem Serum. 

~ , k. ,1 M<wn Eur J. B ochem. 202,167 i i+h ^ 
(Gerl^.etal.(1991)tur.o .nnssDezifitat der Antikorper. 

Weitert* Z e.gte ach. daft s.cn we , mm unisierung 
Bi ndun g sp~en voneinande, K4 elkannten 

n^gaMgewonne^ 

der nicht reduz,erten Probe. D.e jdentisches Re aktionsmuster. 

Konjugat-1-Antikorpernpraparat.onen. 



WO 98/31709 PCT/EP97/07241 

18 

Beim immunchemischen Nachweis derdurch Reduktion und SDS-Gelelektrophorese 
separierten Laminin P1-Banden fallt auf, da& alle vier Antikorperpraparationen 
unterschiedliche Bindungspraferenzen zu Laminin y1 HI 4 enthaltenden Fragmenten 
aufwiesen. 



Beispiel 7: Inhibitionsassays - Hemmung der Laminin/Nidogen-Bindung mit 
affinitatsgereinigten Antikorpern 

Die inhibitorische Aktivitat der affinitatsgereinigten Antikorper kann mit einem 
"coated tube assay" identifiziert werden, in dem die Bindung von radioaktiv 
markiertem Nidogen an Laminin P1 (aus humaner Plazenta) beschichtete Rohrchen 
in Anwesenheit der Antikorper gemessen wird. 

Radioaktive Markierung von Nidogen mit 125 Jod 

Rekombinant produziertes humanes Nidogen (35 pg, Beschreibung des Kions, 
Kultur- und Reinigungsbedingungen, siehe Mayer, U. et al. (1995) Eur. J. Biochem. 
227:6 81 - 686) wurde in 250 pi PBS gelost und mit 0,405 mCi (= 15 MBq) Na-Jodid 
( 125 l)L6sung (= 1,55 pi, Nordion Europe), 10 pi 0,5 M Na-Phosphat, pH 7,4 sowie40 
pg Chloramin T (N-Chlor-4-ToluoIsulfonsaureamid Natriumsalz, Merck) in 100 pi 
0,05 M Na-Phosphat, pH 7,4 versetzt. Die Reaktion erfolgte 60 Sekunden bei 
Raumtemperatur und wurde durch Zugabe einer Losung von 40 pg Na-Meta-Bisulfit 
(Riedel-de-Haen) in 100 pi 0,05 M Na-Phosphat, pH 7,4 gestoppt. Dies erfolgte in 
maximal 30 Sekunden, dann wurde der Ansatz mit 900 pi 1% BSA (Sigma) in PBS 
versetzt. Die Abtrennung freier Radioaktivitat und uberschussiger Salze erfolgte 
durch Siebgelchromatographie mit Hilfe einer PD 10 Saule (Pharmacia). Das in PBS 
eluierte jodierte Nidogen wurde gepoolt und so mit 1% BSA/0,05 M Na- 
Phosphat/0,01% Na-Azid ? pH 7,4 verdunnt, daB eine Konzentration von 50 ng/ml 
resultierte. 
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gebundene Radioaktivitat (Nidogen) im Gamma-Counter gemessen. Die Menge an 
gebundenem radioaktiven Nidogen wurde mit der Inhibitor- bzw. 
Standardkonzentration in Beziehung gesetzt. 

Inhibitonsassay (simultane inhibition) 

Bei dieser Assayvariante erfolgte keine Vorinkubation. Es wurden vielmehr 75 ul 
jodiertes Nidogen (10 ng) mit 75 ul Inhibitor Oder Standard direkt in die gecoateten 
Rohrchen pipettiert und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, ansonsten wurde 
analog zu den sequentiellen Assayvarianten verfahren. 

Ergebnis 

Fur den Standard Laminin y1 HI 3-5 wurde aus zehn unabhangig durchgeftihrten 
Assays eine IC 50 o /o von 0,22 nM mit einer Standardabweichung von +/- 15 % 
ermittelt. Die IC 50% ist als die Stoffkonzentration definiert, die fur eine 50%ige 
Hemmung der Nidogen-Bindung an Laminin P1 benotigt wird. Mit dem in US 
5,493,008 beschriebenen (Equilibrium-) Inhibitionsassay wurde vergleichsweise ein 
IC 50 o /o von 0,05 nM mit einer Standardabweichung von +/- 52 % erhalten. 

Der Tabelle 2 sind die IC 50 o /o -Werte der Antikorperpraparationen K3, K905, K1 .2, 
K2.2 und K3.2 sowie verschiedener freier Peptide zu entnehmen. Die 
Antikorperpraparationen K1 .2, K2.2 und K3.2 stammen aus einer zweiten 
Immunisierungskampagne von Kaninchen mit neuem Konjugat-2 und vergleich barer 
Aufreinigung. Die Ergebnisse belegen die Reproduzierbarkeit des Verfahrens. 
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.Laminin P1 wurde gemaft den Instruktionen des User-Manuals bei einer 
Konzentration von 200 ug/ml in 10 mM Na-Acetat, pH 4,0 auf dem Sensorchip 
immobilisiert. Es resultiert eine Matrix mit 4000 RU gebundenem Laminin P1 Zur 
Regeneration der Affinitatsmatrix kann ein Doppelimpuls a 4 pi 100 mM HCI 
durchgefuhrt werden. 

Bei einer Fluftrate von 2 pl/min in HBS Puffer (10 mM HEPES, 3,4 mM EDTA, 150 
mM NaCI, 0,005% BIAsurfactant P20; pH = 7,4) band Nidogen (20 pg/ml) mit einer 
parabolischen SSttigingskinetik an Laminin P1, die affinitatsgereinigten 
Antikorperpraparationen K905 und K3 in einer lineraren Abhangigkeit zum Antigen. 
Die Tatsache, daft nach 1400 Sekunden noch kein Ubergang zur 
Gleichgewichtseinstellung zu beobachten war, kann Ausdruck dafur sein, daft die 
spezifische Peptidsequenz des Laminin P1, welche fur die Nidogen-Bindung 
verantwortlich ist, fQr die Antikorper gut zuganglich war. Die Antikorper banden an 
diese Sequenz unabhangig davon, ob sie in der biologisch aktiven oder in einer 
davon unterschiedlichen Konformation vorlag. Beleg dafur ist die Beobachtung, daft 
das Nidogen bereits nach einer Bindung von 600 RU einen deulichen Ubergang in 
die Sattigungsphase aufwies. Es lagen also offensichtlich nicht alle immobilisierten 
Laminin P1 Molekule in einer fur das Nidogen erkennbaren Struktur vor, da die 
theoretische Maximalsattigung der Schicht von 2500 RU nicht erreicht wurde. Diese 
ware aber von den beiden Antikorpern nach langer Kontaktzeit erreicht worden. 
Auffallend ist, daft die Probe K905 zehnfach hoher konzentriert eingesetzt werden 
(320 pg/ml) muftte, urn eine mit K3 (33 pg/ml) vergleichbare Bindungsrate zu 
erreichen. Die Bindung von K905 zum Laminin P1 war hingegen stabiler als die von 
K3, denn die Dissoziationsrate von K905 (erkennbar ab dem Zeitpunkt des 
Wechsels zum HBS Puffer: 1500 Sekunden) war erheblich langsamer als die der 
Prapa ration K3. 

Diese Befunde erklaren die in den Inhibitionsassays festgestellten Unterschiede 
zwischen K3 und K905: 
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nachweisbar. Eine Reaktion mit den blaugefarbten Markern des "See Blue" 
Standards (NOVEX™) konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. 

Weiterhin wurde nachgewiesen, daS sowohl K3 als auch K905 mit Laminin und 
Lamininderivaten unterschiedlicher Spezies (Laminin aus der humanen Plazenta 
sowie aus dem Dottersack der Ratte (Calbiochem), Laminin P1 aus der humanen 
Plazenta sowie dem EHS Tumor der Maus, rekombinant hergestelltes Maus-Laminin 
y1 111 3-5) reagieren. Dies belegt die Bindung der Antikorper an die konservierte 
Sequenz innerhalb der Nidogen-Bindungsdomane. Beide Antikorperpraparationen 
zeigten keine Kreuzreaktivitat zum humanen Nidogen und zum humanen Kollagen 
Typ IV. Dies ist die Voraussetzung fur die eindeutige Verwendung der 
beschriebenen Antikorper als Nidogen-Antagonisten. 

Beispie! 10: Herstellung monoklonaler Antikorper 

Zur Gewinnung monoklonaler Antikorper werden geeignete Wirbeltiere, bevorzugt 
Mause oder Ratten, nach Standardverfahren z.B. mit Laminin, Laminin P1 f Laminin 
y1 Ml 3-5, Laminin y1 III 4 oder mit den im Beispiel 2 aufgefuhrten Konjugaten 
immunisiert. Im Falle einer spezifischen Immunreaktion des Antiserums werden 
gemaB Standardverfahren MAK-produzierende Hybridome gewonnen. 

Das Screening nach den gewunschten Antikorpern bzw. den entsprechenden 
Hybridoma-Klonen ermoglichen u.a. Bindungsassays (z.B. Dot Blot oder Western 
Blot mit Laminin y 1 III 3-5 und/oder Laminin y 1 HI 4) sowie vor allem auch die im 
Beispiel 7 beschriebenen Inhibitionsassays. Die selektierten Klone stellen eine 
Quelle fur die Synthese groSer Mengen der erfmdungsgemaSen Antikorper dar. 

Zur Reinigung der gewunschten Antikorper konnen ubliche Verfahren eingesetzt 
werden, wie z.B. die Bindung an Protein G oder A. Bevorzugt erfolgt jedoch eine 
Affinitatschromatographie an Laminin P1-Saulen. Dieser Reinigungsschritt erlaubt, 
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lm folgenden wird die Herstellung von inhibitorischen, monoklonalen Antikorpern 
beschrieben die, wie die polyklonalen Antikorper gemaB der vorliegenden Erfindung, 
mit Hilfe des Peptid/Ovalbumin Konjugats erzeugt werden konnen. 

Mause vom SJL/J - Stamm werden mit 50 pg Peptid-2/Ovalbumin Konjugat 
(Konjugat 2, s.o.) in Gegenwart von kompiettem Freund'schen Adjuvans subcutan 
immunisiert. Nach 4 und 8 Wochen wird die Immunreaktion durch weitere subcutane 
Injektionen von je 25 jjg Konjugat 2 in Gegenwart von inkomplettem Freund'schen 
Adjuvans verstarkt und sieben weitere Wochen gewartet Drei Tage vor der Fusion 
wird die immunantwort durch intraperitoneale Injektion von weiteren 25 pg Konjugat 
2 verstarkt. 

Zur Fusion werden die Tiere getotet und die Milzzellen isoliert. In Gegenwart von 
Polyethylenglycol werden die Milzzellen mit der Myeloma Zellinie P3X63AG8.653 
fusioniert. Durch Kultivierung der Fusionsmischung in Hypoxanthin-Amtnopterin- 
Thymidin-Medium uber einen Zeitraum von drei Wochen wird auf Milzzell x 
P3X63AG8.653-Hybride selektioniert. Zur Erreichung einer stabilen Zellinie werden 
die erhaltenen Zellklone mehrfach subkloniert. Die entstehenden Zellkolonien 
werden in vefschiedenen immunologischen Bindungstests auf Antikorperproduktion 
getestet. Die entstandenen Zellinien E79/1/6 und E82/1/10 wurden aufgrund der 
unten stehenden Screeningstrategie selektioniert. 

Versuche zur Charakterisierung und Identifizierung der spezifischen monoklonalen 
Antikorper. 

Die Immunisierung von SJL/J - Mausen mit Konjugat 2 fuhrt zu einer auBerordentlich 
groBen Anzahl Antikorper produzierender Hybridomaklone. Die Antikorper im 
Kulturuberstand weisen eine starke Immunreaktion mit Laminin y1 HI 3-5, Laminin 
P1 und Ovalbumin auf. 

Urn nun Klone zu finden die monoklonale Antikorper gegen die nativ stukturierte 
Nidogen Bindungsdomane des Laminins produzieren, muBte ein geeignetes 
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Screeningverfahren durchgefUhrt werden. ^ 

HauptaugenmerK bei diesem ^^^^ Gle , hzeitig mu * im Zuge 
Anther an Laminin P1 und Lam.n.n yl ««^ ^ 
der SubKlonierungen darauf geacntet we den, ^ M ^ 
Tragerprotein, Ovalbumin, vernacnlass.gbar w.rd und Anfko 

Ovalbumin erkennen aussortiert werden. 

,„ den Tabel.en 3 und 4 sind die Ergebnisse dargeste.lt. 

identifizierten Klonen (E79 und E82) erzielt werden. 



Tabelle 3: Bestimmung 



d erBindungvonE79imELlSA 
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Tabelle 4: Bestimmung der Bindung von E82 im ELISA 



- 


Laminin 
Y1 111 3-5, 
Beschichtung: 
2,5 Mg/ml 


Laminin P1 

Beschichtung: 
2,0 pg/ml 


Ovalbumin 

Beschichtung: 
20 pg/ml 


Hybridom E82 

unverdunnter 

Kulturuberstand 


1,77 


1,48 


2,33 


E82/1/10, 
1. Klonierung 
unverdunnter 
Kulturuberstand 


1,32 




n n^ 


E82/1/10, 
gereinigter 
Antikorper 
6,4 pg/ml 


1,55 


0,5 


0,18 



Durch die Klonierung ist es offensichtlich gelungen, Zellen abzutrennen, die eine 
Immunreaktion mit Ovalbumin zeigen. Gleichzeitig konnte jeweils ein Zellklon 
separiert werden, der AntikSrper produziert der eine Bindung zu Laminin y1 HI 3-5 
und Laminin P1 zeigt. Diese Tatsache und die Tatsache, daB die Immunisierung mit 
einem Peptid erfolgte, das aus der Nidogen Bindungsdomane des Laminins 
abgeleitet ist, belegt, daB die gefundenen Antikorper an das nativ strukturierte 
Nidogen Bindungsmotif des Laminins binden. 
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n H'rekten Beweis .Or die BindungsspezKUtt Hefer, d,e ■•—e" Variante des 
Den d.reKen Bewes f ^ ^ jodlertem 

einem IC50 von 190 nM. 
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Patentanspruche 

1 . Antikorper oder Teil desselben, dadurch gekennzeichnet, daB er an die 
Nidogenbindungsdomane y1 HI-4 des Laminins bindet 

2. Antikorper oder Teil desselben nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
daB er an den hochkonsen/ierten Bereich des Loops a bzw. der Loops a und c der 
Nidogenbindungsdomane y1 III-4 des Laminins oder in unmittelbarer Nahe dieser 
Loops bindet. 

3. Antikorper oder Teil desselben nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB er in bezug auf das Epitop konformationsabhangig direkt oder uberlappend an 
den hochkonservierten Bereich des Loops a bzw. der Loops a und c bindet. 

4. Antikorper oder Teil desselben nach einem oder mehreren der Anspruche 
1 bis 3 f dadurch gekennzeichnet, daS er mindestens an ein Peptid gemaB Tabelle 1 
bindet. 

5. Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB er polyklonal ist. 

6. Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet dafi er monoklonal ist. 

7. Antikorper nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es ein 
chimarer, humanisierter, bi- oder oligospezifischer Antikorper ist. 

8. Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet daB er die Laminin-Nidogen-Bindung kompetitiv oder partiell 
kompetitiv inhibiert. 
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l Laminin ode, — PI a,s — ie, U n^an -^uLn 1 



Laminin-Nidogen-Bindung 



10 . ^^^^^^^ 

1 Uminin yl PM*cn*-. * ierungsanfcgen. 



12 ^n rt M^«.«----«*- l - W1,,, ■ 

4 als immunisierungsantigen eingesetzt w,rd. 

b eide Pe P «e gen** Ta b e»e 1 a.s ,n— ungsantogen «- * 

14 . ^n-^-*— rrr^«ss^ 

9 „ic h ne t da* de, *-*P« « I— ■»*—. 

wird. 

; hiblerun g der Laminin-Nidogen-Bindung gepruft w,rd. 
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16. Antikorper nach einem der Anspruche 9 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB monoklonale Antikorper produzierende Hybridoma-Zeilen erzeugt werden. 

17. Antikorper nach einem der Anspruche 9 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB er aus Antikorper enthaltendem Material durch Affinitatschromatographie 
gereinigt wird. s 

18. Antikorper nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafc die 
Affinitatschromatographie an Laminin und/oder Laminin P1 als Affinitatsmatrix 
erfolgt. 

19. Zelle Oder Zellinie, dadurch gekennzeichnet, daB diese einen Antikorper 
oder Teile desselben gemaB einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 8 
produziert. 

20. Hybridom DSMACC2327. 

21. Antikorper, produziert von dem Hybridom DSMACC2327. 

22. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers gemaB einem der Anspruche 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB immunkompetente Wirbeltiere mit Laminin 
oder Laminin P1 immunisiert werden, der Antikorper mitteis Laminin y1 HI-3-5 
und/oder Laminin y1 IH-4 ident'rfiziert und derselbe auf kompetitive oder partiell 
kompetitive Inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung gepriift wird. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers gemaB einem der Anspruche 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB immunkompetente Wirbeltiere mit Laminin y1 
UI-3-5 immunisiert werden, der Antikorper mitteis Laminin und/oder Laminin P1 
identifiziert und derselbe auf kompetitive oder partiell kompetitive Inhibierung der 
Laminin-Nidogen-Bindung gepriift wird. 
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Merstelluna eines Antikorpers gema* einem der Anspruche 
Domane, immunisiert werden. 

2 , Verfahren nach Anspruch 24. dadurch geKennzeicnnet, da* Un-Nn yl 
4 als Immunisierungsantigen eingesetzt wird. 

Pep«e ga^Ta^le 1 a,s , m — ngsan^en e ,n fl ese« we^en. 

27 Verfahren nach Anspruch 26. dadurchgeRennzeichnet, da* da, 
.mrnunisierungsantigen an einen Trager gekoppelt ,st. 

geRennzeicnne. da* der An*arper mtt* L— und,oder Lar„,n,n 



28 
wird 
29 



29 Verfahren nach einen, Oder mehreren der Anspruche 24 his 28 dadurch 
inhibierung der Laminin-Nidogen-Bindung geprOftwird. 

30 Verfahren nach einem Oder mehreren der AnsprUche 22 *s ». — 
gLnnl^daa.onoK^eAnV.arperprod^erendeH^ 

erzeugt werden. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 22 bfe 30 dadurch 
31 . Verfahren na AnHkflrD er enthaltendem Matanal durch 

gekennzeichnet, daft der Antikorper aus Ant.korper 
Affinitatschromatographie gereinigt wird. 
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32. Verfahren nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, daft die 
Affinitatschromatographie an Laminin und/oder Laminin P1 als Affinitatsmatrix 
erfolgt. 

33. Antikorper Oder Teil desselben gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 1 8 Oder 
21 , zur Verwendung als Arzneimittel. 

34. Arzneimittel enthaltend einen oder mehrere Antikdrper oder Antikorperteile 
gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 18 und 21. 

35. Verwendung eines oder mehrerer Antikorper oder Antikorperteile gemaB 
mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 18 und 21 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten, die durch eine vermehrte oder 
unerwiinschte Synthese von Basalmembranen charakterisiert sind. 

36. Verwendung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Krankheit eine Form von diabetischen Spatkomplikationen, die von Verdickungen 
der Basalmembran begleitet sind, eine Form der Arteriosklerose, eine Fibrose, oder 
eine Krankheit ist, bei der eine Angiogenese zur Verschlechterung des klinischen 
Bildes beitragt. 

37. Verwendung nach Anspruch 35 oder 36 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung der diabetischen Retinopathie, der alkoholischen Leberfibrose, der 
Lungenfibrose, einer Krebserkrankung, der diabetischen Nephropathie oder einer 
Erkrankung mit einer starken entzundlichen Komponente wie z.B. rheumatoide 
Arthritis, Osteoarthritis, Vaskulitis, Haemangiome und Psoriasis. 



38. Antik6rper oder Teil desselben gemaB einem der Anspriiche 1 bis 18 oder 
21 zur Verwendung als Diagnostikum. 
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39 . 

duna eines ode, ^rer An^rper Oder AntiKS^ 
40 . verwendung e.nes oo Herst ellung eines 

mind estens einem der AnsprOche 1 b- > * ^ umininisofo[roen in bioiogischen 
Diagnosticums zum Nachweis von y^nthaitenen 
P roben.K6rperf.ossigKeUenoderinGeweben. 

Toiic desselben gemaa einem 
Lmin^idogen-interaidion beeinfiussenden Stoffen. 
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. I Y I Anspruche Nr. 

' 1 we ji sie sich aut Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpntchtet ist, n ami ten 

Obwohl die Anspruche 41, 42 (alle, soweit sich um ein in vivo Verfahren 
handelt) sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am menschlichen/tierischen 
Korper vorgenonmen wird, beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 

* I I Anspruche Nr. 

1 1 wo a sie sich auf Telle der tnternationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschhebenen Antorderungen so wentg entsprechen, 

daft etne sinnvolte internationals Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3 ^~ ^ weM^s^ch'dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhefflichkett der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen e nth ait: 



1 . j I D a der Anmeider alte erforderiichen zusatzttchen Recherehengebuhren rechtzeitig entnehtet hat, erstreckt sich dteser 
1 1 jntemaiionale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der international en Anmeldung. 

2 I j Da fur alie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der etne 
zusatzliehe Recherchengebuhr gerechttertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 

Gebuhr auf getordert 

3 | | Da der Anmeider nur einige der ertorderirchen zusatziichen Recherehengebuhren rechtzerttg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 I intemationaie Recherchenbericht nur auf die Anspruche der irrtemaHonaJen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 

stnd, namlich auf die Anspruche Nr. 



4, I Der Anmeider hat die erforderiichen zusatziichen Recherehengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 

1 1 chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in fotgenden Anspruchon er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruehs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| j Die Zahlung zusatziicher Gebuhren erfotgte ohne Widerspruch. 
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